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bp Basenpaare 
CCD kortikales Sammelrohr 
cDNA komplementäre Desoxyribonukleinsäure 
cGMP zyklisches Guanosin Monophosphat 
CNT Verbindungstubulus 
COX-1 Zyklooxygenase-1 
COX-2 Zyklooxygenase-2 
cTAL kortikale dicke aufsteigende Henle-Schleife 
Da Dalton 
DCT distales Konvolut 
EP-1 bis EP-4 Prostaglandin-E Rezeptor 1-4 
HRP Meerrettich-Peroxidase 
JGA Juxtaglomerulärer Apparat 
MCD medulläres Sammelrohr 
mRNA messenger Ribonukleinsäure 
mTAL medulläre dicke aufsteigende Henle-Schleife 
Na/Ca Natrium/Calcium-Austauscher 
NADPH Nikotin-Adenin-Dinukleotid-Phosphat 
NCC Natrium-Chlorid-Kotransporter 
NO Stickstoffmonoxid 
NOS1 neuronale Stickstoffmonoxid-Synthase1 
PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
PCR Polymerase-Kettenreaktion 
PGES Prostaglandin E Synthase 
PVDF Polyvenylidin Difluorid 
RAAS Renin-Angiotensin-Aldosteron System 
RT reverse Transkription 
sGC lösliche Guanylatzyklase 
THP Tamm-Horsfall Protein 
UE Untereinheit 
Maßeinheiten wurden entsprechend der Nomenklatur des SI (Système international) angegeben. 
 
 
 
 
Abstract 
    Zu den vielfältigen Aufgaben der Niere gehören die tubuläre Rückresorption körperwichtiger 
Substanzen sowie die Regulation des renalen und systemischen Blutdrucks. Brennpunkte der 
vorliegenden Arbeit waren die Kontrollparameter der tubulo-glomerulären Regulation sowie 
Aspekte des epithelialen Transports im distalen Nephron und Sammelrohr. Das L-Arginin-
Stickstoffmonoxyd (NO)-System und die Komponenten renaler Prostaglandinsynthese nehmen hier 
eine wichtige Stellung ein. Die Schlüssel-Syntheseenzyme NO-Synthase 1 (NOS1) und 
Zyklooxygenase (COX) Typ 2 sind in der Macula densa lokalisiert. Sie sind im Zusammenhang 
mit der Filtratbildung reguliert. Weitere Komponenten ihrer Reaktionskaskaden sind jedoch in ihrer 
zellspezifischen Rolle noch unklar. Wir haben diese daher näher untersucht.  
   Mit histochemischen und biochemischen Methoden (immunhistochemische Färbungen, RT-PCR, 
In situ Hybridisierung, Western blot und spezifischen cGMP Nachweisen in Gewebe- und 
Zellextrakten) wurden NO-Rezeptor (lösliche Guanylatzyklase; sGC), COX-1, COX-2 und die 
membrangebundene Prostaglandin E2-Synthase (mPGES) nachgewiesen. Außerdem wurde die 
Interaktion von NOS1 und COX-2 im 2 Nieren-1 Clip (Goldblatt)-Modell bei der Ratte sowie bei 
NOS1-defizienten Mäusen untersucht. 
   Die sGC wurde in den glomerulären Arteriolen, den Renin-produzierenden Zellen, dem 
Mesangium, den Vasa recta, den interstitiellen Fibroblasten und den Ito-Zellen der Leber detektiert. 
COX-2 wurde zusammen mit mPGES in der kortikalen aufsteigenden Schleife und der Macula 
densa gefunden. COX-1 wurde zusammen mit mPGES im terminalen distalen Konvolut, im 
Verbindungstubulus  und im Sammelrohr detektiert. Die medullären interstitiellen Zellen 
exprimierten gleichzeitig COX-1, COX-2 und mPGES. Im Goldblatt-Modell bestand unilateral 
(stenotische Seite) eine Stimulation der juxtaglomerulären NOS1 sowie der COX-2 Expression. 
Entgegen früheren Annahmen konnten wir jedoch keine Hinweise für eine zell-bezogene 
Interaktion zwischen beiden Produkten finden. Dieses wurde durch die Verwendung der NOS1-
defizienten Maus bestätigt, die im Experiment keine Veränderung der COX-2 Expression zeigte.  
   Die spezifische Lokalisation von NO-Rezeptor und Komponenten der Prostaglandinsynthese 
unterstreicht ihre Bedeutung für die Regulation von Blutdruck, Salz- und Wasserhomöostase. Die 
juxtaglomeruläre Synthese von NO und Prostaglandinen folgt ähnlichen Stimuli, ist jedoch 
voneinander unabhängig. 
 
 
 
Abstract 
   Priciple functions of the kidneys are tubular reabsorption of important solutes and regulation of 
renal and systemic blood pressure. This work has been focused on parameters to control the tubulo-
glomerular feedback and epithelial transport in the distal tubule and collecting duct system. The L-
arginine-nitric oxide (NO)-system and components of the renal prostaglandin synthesis are thought 
to play major roles therein. Key-enzymes are NO-Synthase 1 (NOS1) and cyclooxygenase-2 
(COX-2), both are localized in the macula densa and are regulated in dependence of the filtrate 
formation. The cell-specific role of further components in the signalling cascades remains unclear. 
   For investigation we used histochemical and biochemical methods (immunohistochemistry, RT-
PCR, in situ hybridisation, western blotting and specific cGMP measurements in tissue and cell 
extracts to localize the NO-receptor (soluble guanylyl cyclase, sGC), COX-1, COX-2 and the 
membranous prostaglandin E2-synthase (mPGES). Moreover we analyzed the interaction of NOS1 
and COX-2 in the 2 kidney-1 clip (Goldblatt)-model of the rat and in NOS1 deficient mice. 
   The sGC could be detected in glomerular arterioles, renin-producing cells, mesangium, vasa 
recta, interstitial fibroblasts and Ito-cells of the liver. COX-2 was co-localized with mPGES in the 
cortical thick ascending limb and macula densa. COX-1 was co-localized with mPGES in the 
terminal distal convolutions, connecting tubule and collecting duct. The medullary interstitial cells 
were positive stained for COX-1, COX-2 and mPGES. In the Goldblatt-model we found an 
increased expression of juxtaglomerular NOS1 and COX-2 in the stenotic kidney. Against former 
hypothesises we were unable to find evidences for a cell-specific interaction between both 
products. This was supported by the evaluation of NOS1 deficient mice which revealed no 
difference of COX-2 expression under control and variable conditions.  
   The specific localization of NO-receptor and components of the prostaglandin synthesis 
emphasizes their relevance for the regulation of blood pressure and salt- and water homeostasis. 
The juxtaglomerular synthesis of NO and prostaglandins are similarly regulated while COX-2 is 
NO-independently expressed.  
 
 
 
 1. Einleitung 
 Die zentrale Leistung der Niere ist die Ultrafiltration des Plasmas und die resultierende 
Rückresorption der Menge von ca. 1,5 kg Kochsalz pro Tag. Für diese Leistung stehen eine Reihe 
von Transportsystemen entlang dem Nephron und Sammelrohrsystem zu Verfügung. Regelsysteme 
steuern den korrekten Ablauf der Rückresorption. Schwankungen der glomerulären Filtrationsrate 
bzw. der proximal-tubulären Resorption werden distal im juxtaglomerulären Apparat gemessen. 
Über ein Feedback-Signal kann kurzfristig eine Korrektur der Filtratbildung eingeleitet werden. 
Mittel- und längerfristige Beeinflussungen der Filtratbildung und der Resorptionsleistung werden 
u. a. durch das endokrine Renin-Angiotensin-Aldosteronsystem sowie durch lokale parakrine 
Faktoren ermöglicht 1-4 . 
 Zum einen spielt hier der Signalweg der NO-induzierten cGMP-Freisetzung 5-10 eine 
entscheidende Rolle, indem über Formen der NO-Synthase aus L-Arginin NO freigesetzt wird und 
– neben anderen Reaktionsmöglichkeiten – an seinen Haupt-Rezeptor, die lösliche Guanlytzyklase 
bindet und die Bildung von cGMP einleitet. Zum andern sind die Wege der renalen 
Prostaglandinsynthese imJGA und distalen Tubulus von herausragender Bedeutung. Das 
dominierende renale Prostaglandin ist PGE2, das aus Arachidonsäure durch Isoformen der 
Zyklooxygenase (COX-1, COX-2) über den Weg der membrangebundenen Prostaglandin-E 
Synthase entsteht und an mehrere renal exprimierte Rezeptorformen binden kann 11. 
 Interessanterweise ist der JGA für beide Systeme ein Brennpunkt, indem die Macula densa 
selektiv hohe Mengen von „neuronaler“ NOS1 12 und von „induzierbarer“ COX-2 exprimiert 13. 
Beide Komponenten sollen miteinander interagieren. Die Macula densa ist jedoch nicht die einzige 
Quelle von NOS1 und COX-2. Vielmehr sind spezifische Effekte in den einzelnen Zonen der Niere 
für Epithelien, Gefäße und das Interstitium beschrieben. 
 Ein vollständigeres Bild der Verteilung beteiligter Komponenten der beiden Systeme erschien 
daher anstrebenswert. Die Enzym-Isoformen sollten in Verteilung und Funktion  gegeneinander 
abgegrenzt werden. Die vorliegende Zusammenfassung schildert demgemäß den Inhalt meiner 
Arbeiten, die ich mit den Mitarbeitern unserer Abteilung zur Detektion der Signalwege von NOS1 
und COX-1/2 und zur Charakterisierung ihrer Interaktion durchgeführt habe.  
 2. Material und Methoden 
2.1. Tiere, Gewebe, Zellen 
. Unbehandelte männliche Sprague-Dawley Ratten (140-200g), männliche NOS 1-/- Mäuse und 
Wildtyp Kontrollmäuse NOS 1+/+ (25-30g) wurden von der lokalen Tierabteilung bezogen. 
Behandelte Ratten, Goldblatt-Modell: Tiere für das 2 Nieren 1 Clip Goldblatt-Modell des 
renovaskulären Bluthochdruckes und Kontrolltiere wurden über Zeiträume von 3 und 28 Tagen 
behandelt 14. Der Blutdruck wurde ab dem 1. Tag nach der Operation schwanzplethysmographisch 
gemessen und alle Tiere wurden am letzten Tag des Experimentes zur Urinvolumenbestimmung 
über 24h in metabolischen Käfigen gehalten. Die verwendeten Glomeruli, Mesangialzellen und 
medulläre Fibroblasten wurden in Zusammenarbeit mit unseren Kooperationspartnern isoliert. 
Hierzu wurde Nierenkortexgewebe in Zellkulturmedium aufbereitet und durch Stahlsiebe der 
Porengröße 150 µm gesiebt, zentrifugiert, das entstandene Pellet in einem geringen Volumen 
aufgenommen und die Glomeruli mikrodisseziert 15. Zur Isolierung der Mesangialzellen wurden die 
Glomeruli enzymatisch mit Kollagenase verdaut, in Medium aufgenommen und morphologisch im 
Phasen-Kontrastmikroskop charakterisiert. 16. Zur Isolierung der medullären interstitiellen Zellen 
wurde das innere Nierenmark mit Kollagenase und Hyaluronidase aufgespalten und die 
Sammelrohrzellen durch Zentrifugation entfernt. Anschließend wurden die Zellen mit Dolichos 
biflorus Agglutinin überzogenen Beads isoliert 17 und durch Dichtegrandientenzentifugation weiter 
aufgereinigt. Zur Isolierung von Ito-Zellen wurden nichtparenchymale Zellen über Pronase-
Kollagenase-Methode 18 isoliert und die Ito-Zellen anschließend durch 
Dichtegrandientenzentifugation weiter aufgereinigt. Ihre Identifikation erfolgte auf Grund ihrer 
typischen Strukturmerkmale und ihrer Vitamin-A spezifischen Autofluoreszenz. 
Für morphologische und immunhistochemische Untersuchungen wurden die Tiere anästhesiert und 
retrograd über die abdominale Aorta perfusionsfixiert 14. 
2.2. Histochemische und Western blot Analyse. 
2.2.1. Antikörper gegen: 
Antikörper Wirt Herkunft 
β1 sGC Kaninchen D. Koesling 
NOS1 Kaninchen Alexis 
Podosynapsin Maus P. Mundel 
Desmin Maus Dako 
5´-Ekto-Nukleotidase Kaninchen B. Kaissling 
NOS1 (Exon2) Maus Calbiochem 
NOS1 (Exon 12-21) Kaninchen Sigma 
COX-1 Kaninchen Caymanchemicals 
COX-1 Kaninchen Santa Cruz 
COX-2 Kaninchen Caymanchemicals 
COX-2 Ziege Santa Cruz 
mPGES Kaninchen Caymanchemicals 
THP Kaninchen J. Hoyer 
Na-Cl Kotransporter Kaninchen D. H. Ellison 
Na/Ca Austauscher Meerschweinchen R. Reilly 
Calbindin Maus Sigma 
 
2.2.2. Western blot. 
 Gewebe (Nieren aufgetrennt in Kortex und Mark; Lunge; Skelettmuskel und Leber) und Zellen 
(Mesangialzellen; interstitielle Zellen und Ito-Zellen) wurden in Homogenisierungspuffer 
aufbereitet, zentrifugiert, und das Gewebehomogenat und Zellysat bis zur Verwendung bei –80°C 
eingefroren. Die Homogenate und Lysate wurden anschließend gelelektrophoretisch in SDS-PAGE 
aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran übertragen, welche anschließend zur Blockierung 
unspezifischer Proteinbindung in Milch übertragen wurde. Zur Detektion spezifischer Proteine 
wurde die Membran mit dem jeweiligen Primärantikörper, gefolgt von einem HRP-gebundenen 
Sekundärantikörper inkubiert. Mit Hilfe eines Chemiluminescenz-Kits wurde das Signal generiert. 
Immunhistochemie. Zur immunhistochemischen Färbung wurden Cryostatschnitte oder 
Paraffinschnitte verwendet. Nach der Inkubation mit dem Primärantikörper erfolgte die Detektion 
des Signals durch Fluorochrom oder HRP-konjugierte Antikörper. Durch die Blockierungstests mit 
dem zur Antikörperproduktion verwendeten antigenen Peptids wurde die Spezifität der anti-β1-
sGC und anti-COX-2 Antikörper überprüft. 
2.3. Immun-Elektronenmikroskopie. 
 Für eine ultrastrukturelle Immunperoxidasemarkierung wurden 20µm dicke Vibratomschnitte mit 
anti-β1-sGC, anti-COX-1 und anti-COX-2 in Mikrotiterplatten inkubiert und anschließend mit 1% 
Osmiumtetroxid nachfixiert, mit Maleatpuffer gewaschen, en bloc mit Uranylacetat markiert und in 
Epon 812 eingebettet. Die danach hergestellten Semi- und Ultradünnschnitte wurden mit einem 
Licht bzw. Elektronenmikroskop ausgewertet. 
2.4. NADPH-Diaphorase Markierung. 
 Die katalytische Aktivität der NOS wurde über die enzymatische Reduktion von Nitroblau -
Tetrazoliumsalz in Anwesenheit von NADPH (NADPH-Diaphorase Reaktion) demonstriert. Das 
Gewebe wurde in 0.1 M Phosphatpuffer bei 37°C inkubiert und bei Sichtbarwerden des Signals 
abgestoppt. 
2.5. In situ Hybridisierung. 
 Die Lokalisation der mRNA Expressionen, α1 sGC, β1 sGC, COX-1, COX-2 und mPGES, wurden 
durch die In situ Hybridisierung untersucht. Digoxigenin-markierte RNA-Sonden (sense und 
antisense) wurden über in vitro Transkription der entsprechenden cDNA hergestellt und auf 
Nierengewebe aufgetragen 14. Nach der Inkubation mit einem alkalische Phosphatase-konjugierten 
anti-Digoxigenin Antikörper wurde das Signal durch eine Farbreaktion generiert. 
2.6.  RT-PCR. 
 Die RNA aus dem Nierenkortex, dem Nierenmark, den isolierten Glomeruli und aus der Leber 
wurden nach der Guanidinium Thiocyanat-Methode extrahiert, spektrophotometrisch bei 260 nm 
quantifiziert und anschließend revers transkribiert. Passende Oligonukleotidprimer für α1 sGC, β1 
sGC, COX-1, COX-2, PGES und GAPDH wurden zur Amplifizierung der cDNA mit einer Taq 
Polymerase benutzt. Nach der Auftrennung im Agarosegel und Ethidiumbromidfärbung wurden die 
spezifischen cDNA Fragmente im Ultraviolettlicht überprüft. 
2.7. Messungen intrazellulärer zytosolischer cGMP Fraktionen in Geweben und isolierten 
Zellen. 
 Zytosolische Proteine aus Nieren-, Leber- und Lungengewebe sowie isolierte Podozyten, 
Mesangial-, interstielle- und Ito-Zellen wurden in Anwesenheit von 3-isobutyl-1-methylxanthine 
mit einem NO-Donor inkubiert und anschließend die Konzentration des gebildeten cGMP über 
Radioimmunoassay oder enzymatisch gebundenen Immunabsorptionsassay gemessen. 
 
3. Ergebnisse. 
3.1. Identifikation immunhistochemisch markierter Strukturen in Niere und Leber. 
Zur Identifikation wurden immunhistochemisch markierte Strukturen morphologisch und in 
Doppelmarkierungsexperimenten ausgewertet. Es wurden Desmin für die Markierung des intra- 
und extraglomerulären Mesangiums, Podosynapsin für die Podozyten, 5´-Ekto-Nukleotidase für die 
kortikalen Fibroblasten, NADPH-diaphorase-Reaktion und NOS1 Färbung für die Macula densa, 
THP für die TAL, NCC für den DCT und Na/Ca und Calbindin für den CNT verwendet. 
3.2. Lokalisation der Komponenten des L-Arginin-NO-Systems. 
NO-Synthese in der Niere findet sich im Endothel von nahezu allen Gefäßen einschließlich der 
Kapillaren und der Glomerulumgefäße. Hier konnte die endotheliale Isoform NOS3 identifiziert 
werden. Das kortikale Interstitium war weitgehend frei von NO-Synthasen, während im inner-
medullären Interstitium gelegentlich NOS1-positive Fibroblasten detektiert wurden. In den 
Nephronepithelien wurde ausschließlich NOS1 gefunden. NOS1 Expression beschränkte sich auf 
die Macula densa und benachbarte Zellen der aufsteigenden Schleife als Teil des juxtaglomerulären 
Apparats. Dies wurde über eine Kolokalisation von NOS1 mit der NADPH-Diaphorase Reaktion 
und über In situ Hybridisierung für NOS1 mRNA gezeigt 12. Die Lokalisation des wichtigsten NO-
„Rezeptors“, der löslichen Guanylatzyklase (sGC) war Schwerpunkt der vorliegenden Studie. 
Immunhistochemie mit einem Antikörper gegen die β1 Untereinheit der sGC zeigte eine positive 
Reaktion im Glomerulus, in Gefäßmuskelzellen sowie in interstitiellen Zellen. Im Glomerulus fand 
sich die sGC im Mesangium des Kapillarknäuels. Weiterhin waren die Strukturen des JGAs 
markiert. So fand sich die sGC in der Wand der kleinen Widerstandsgefäße, wie der afferenten 
Arteriole mit ihren granulierten, renin-enthaltenden Zellen, der efferenten Arteriole sowie des 
extraglomerulären Mesangiums zwischen den Arteriolen. Das Signal zeigte zellulär eine 
zytosolische Lokalisation. Diese Befunde wurden über In situ Hybridisierung der α1 und β1 sGC 
bestätigt. Zusätzlich wurde mit Hilfe von RT-PCR in isolierten Glomeruli die mRNA beider sGC 
Untereinheiten lokalisiert. In isolierten Mesangialzellen wurde per Western blot die ß1 Untereinheit 
(UE) des Enzyms identifiziert. Die NO-abhängige cGMP-Produktion wurde ebenfalls in 
Mesangialzellen über Gabe eines NO-Donors bestätigt. Neben dem JGA zeigten die aus der 
efferenten Arteriole der juxtamedullären Nephrone entspringenden absteigenden Vasa recta in 
ihren kontraktilen Abschnitten eine starke sGC-Immunreaktivität. Die Perizyten, welche die 
Aufgabe der Kontraktion wahrnehmen und sie fassreifenförmig umgeben, waren hierbei stark 
markiert. Die Fibroblasten des kortikalen Labyrinths sowie die entlang der Gefäßbündel waren 
positiv gefärbt. Die In situ Hybridisierung für beide UE, welche mRNA Signale in peritubulärer 
und perivaskulärer Lokalisation mit einem Verteilungsmuster analog der typischen interstitiellen 
Fibroblasten zeigte, sowie Western blot Analyse und Messung der Enzymreaktivität nach NO-
Donor Gabe von medullär isolierten Fibroblasten konnten diese Resultate unterstützen. Die 
Lokalisation der sGC in der Leber zeigte ein kräftiges immunhistochemisches Signal im 
Interstitium. Hier waren generell die Ito-Zellen positiv mit schwächer werdender Intensität von 
periportal zur Zentralvene hin. Positive Wandstrukturen größerer Lebergefäße wie portale Venulen 
und größere Venen wurden ebenfalls beobachtet. Unterstützend hierfür waren die Western blot 
Analyse von Leberhomogenat und isolierten Ito-Zellen, die In situ Hybridisierung und RT-PCR 
beider UE in der Leber sowie die Messung der Enzymreaktivität nach NO-Donor Gabe. 
3.3. Lokalisation der Enzyme der Prostaglandinsynthese in der Niere.  
Die Aktionen der Prostaglandine betreffen die Modulation der lokalen Hämodynamik, die 
Reninfreisetzung und die tubuläre Salz- und Wasserresorption. Die Hauptenzyme der 
Prostaglandinsynthese sind COX-1, COX-2 und für die Umwandlung in das renale Prostaglandin, 
PGE2, die mPGES. Die Wirkung der Prostaglandine ist zum einen abhängig von deren 
Produktionsort und zum anderen von der Lokalisation und Dichte der spezifischen Rezeptoren. Am 
JGA ist die COX-2 abhängige Prostaglandinfreisetzung im Zusammenhang mit einer EP-4-
vermittelten  Signaltransduktion zur Synthese und Freisetzung von Renin beschrieben worden 19. 
Wir fanden hier in der Ratte die COX-2 sowie auch die mPGES in Zellen der Macula densa und 
des umgebenden TAL lokalisiert. Die Maus besaß dagegen COX-2 Immunoreaktivität 
ausschließlich in der Macula densa. Die COX-1 konnten wir im extraglomerulären Mesangium und 
schwach im intraglomerulären Mesangium vorfinden. Neben der Beeinflussung der Reninsynthese 
sind zahlreiche über den EP-1- und EP-3-vermittelte tubuläre Effekte im Rahmen des Salz und -
Wassertransports beschrieben worden 11. Entlang des Tubulus war COX-1 in der Ratte im 
terminalen DCT, im CNT und in den Hauptzellen des CCD und MCD mit einer milden 
zytoplasmatischen und einer stärkeren Kernmembranfärbung nachweisbar. Es bestand kein 
Unterschied zwischen der Ratte und der Maus. COX-2 war auf einzeln verteilte, oder in Gruppen 
auftretende Zellen des TAL mit einer prominenten zytosolischen und einer schwächeren 
Kernmembranfärbung nachweisbar. mPGES war in beiden Spezies sowohl mit COX-1 als auch mit 
COX-2 gemeinsam lokalisiert. Diese tubulären Befunde wurden durch In situ Hybridisierung 
bestätigt. Enzyme der Prostaglandinsynthese waren weiterhin in vaskulären und interstitiellen 
Strukturen vorhanden. Vaskulär konnten COX-1 deutlich und COX-2 nur gelegentlich im Endothel 
lokalisiert werden. Die kortikalen Fibroblasten waren in der Maus positiv für COX-1 wie auch für 
mPGES, während hier in der Ratte kein Signal für diese Enzyme gefunden wurde. Die medullären 
Lipid-beladenen interstitiellen Zellen sind ein schon früher definierter Produktionsort für 
Prostaglandine. COX-1, COX-2 und mPGES wurden in starkem Ausmaß sowohl in der Ratte als 
auch in der Maus in diesen Zellen exprimiert. Hier wurde ebenfalls eine Kolokalisation von PGES 
mit COX-1 bzw. COX-2 durch Doppelmarkierungen bestätigt. 
3.4. Analyse der NOS1 Interaktion mit COX-2. 
 Sowohl die NOS1 vermittelte NO-Synthese wie auch die COX-2 abhängige Prostaglandinsynthese 
findet in der Macula densa und dem unmittelbar benachbarten TAL Segment statt. Beide Enzyme 
werden konstitutiv und teilweise kolokalisiert exprimiert. Diese zeigten analoge 
Expressionsänderungen unter verschiedenen Stimuli, wie unter renovaskulärer Hypertonie (2K1C 
Goldblatt-Modell), unter Inhibition des Na-K-2Cl-Kotransporters durch Furosemid oder 
Salzbeladung und Salzrestriktion 20-23. Da NO COX-2 aktivieren kann 24 und eine Inhibition der 
NOS1 zu einem Absinken der juxtaglomerulären COX-2 Expresssion 5, 25, 26 führte, nahmen wir an, 
dass NO ein positiver Regulator der COX-2 ist. So untersuchten wir die Koexpression beider 
Enzyme durch Auszählung einzelner, für das jeweilige Antigen immunpositiver Zellen des JGA 
von Ratte und Maus unter veränderten Bedingungen. 
COX-2 immunreaktive Zellen wurden nach 3 typischen Lokalisationen unterteilt: die Macula densa 
selbst, die Macula densa Region und die kortikale dicke aufsteigende Henle-Schleife (cTAL). 
Doppelmarkierungen von COX-2 und NOS1 ergaben, dass in der NOS1 positiven Macula densa 
nur eine oder zwei doppelt markierte Zellen, in der Macula densa Region jedoch mehrere solcher 
Zellen vorkamen. Im benachbarten cTAL wurden COX-2 positive Zellen grundsätzlich allein 
vorgefunden. Die Anzahl der Zellen, welche COX-2 allein oder zusammen mit NOS1 exprimieren, 
wurde in den experimentellen Modellen erhoben und mit dem Durchschnitt der entsprechenden 
Kontrollen verglichen. 
Folgende Resultate wurden im Goldblatt-Modell erhalten: 
 Gruppe 
COX-2 in der 
Macula densa 
selbst 
COX-2 in der 
Macula densa 
Region 
COX-2 in der 
cTAL 
NOS1 gesamt 
stenotische Niere 
(Kurzzeit) 
+ 81 % + 71% + 73% + 35% 
nichtstenotische 
Niere (Kurzzeit) 
- 53% - 41% -14 % - 14% 
stenotische Niere 
(Langzeit) 
+ 90% + 90% + 75% + 50% 
nichtstenotische 
Niere (Langzeit) 
- 70% - 31% -16% - 16% 
 
Die numerischen Veränderungen COX-2 positiver Zellen im Experiment zeigen demnach keinen 
Bezug zur Koexpression mit NOS1, woraus wir schließen, dass NO – zuminderst in der Zell-
autonomen Betrachtungsebene - nicht für die Veränderungen der COX-2 erforderlich ist. Zur 
Überprüfung unserer Resultate wurden NOS1 defiziente, experimentell gleichfalls stimulierte 
Mäuse benutzt; diese bestätigten die Beobachtung, dass eine Stimulation von COX-2 auch bei 
Fehlen von NOS1 erfolgte. 
 
4. Diskussion 
Die hier in Kurzform dargelegten Resultate zeigen die Lokalisation von Schlüsselprodukten des L-
Arginin-NO-Systems und des Prostaglandinsynthese-Systems sowie funktionelle Implikationen 
und Aspekte ihrer Interaktion. 
4.1. Juxtaglomerulärer Apparat. 
 Der JGA besteht grundsätzlich aus den Glomerulumgefäßen, dem extraglomerulärem Mesangium 
und der Macula densa. NOS1 und NOS3 fanden wir in der Macula densa bzw. im Endothel 27-29, 
COX-2 jedoch nur im Epithel der Macula densa und benachbarter aufsteigender Schleife; wir 
bestätigten z. T. hiermit bestehende Vorarbeiten 22. Für bedeutsam halten wir die Lokalisation der 
sGC in den glattmuskulären Elementen des JGA (Extraglomeruläres Mesangium und arterioläre 
Wandzellen) und die mPGES in der Macula densa, da diese Befunde Hypothesen stützen, die im 
Rahmen der tubulo-vaskulären Signaltransduktion aufgestellt worden sind 2. Hierbei stand im 
Vordergrund, dass eine Hemmung des NKCC2-abhängigen Salztransports der aufsteigenden 
Schleife NOS1 und COX-2 stimuliert, und dass parallel sich Antworten in der gesteigerten 
Reninfreisetzung und in einer Dämpfung der konstriktiven TGF-Antwort der afferenten Arteriole 
messen ließen 2. In vitro-Messungen ergaben einen Hinweis auf die permissive Rolle von cGMP 
bei der Reninfreisetzung 30. Unsere Resultate bestätigen diesen Befund in situ, indem die cGMP-
freisetzende sGC in den Zielzellen, den granulierten Zellen des JGA nachweisbar war. Der 
Nachweis von sGC in den benachbarten Gefäßwandzellen und dem extraglomeurlären Mesangium 
weist ferner auf die Rolle von cGMP beim TGF hin und bestätigt damit Befunde an isolierten 
Präparationen 25, 26. Unsere Befunde liefern somit das zellbezogene Substrat zur Bestätigung 
funktioneller vorausgegangener physiologischer Experimente. Dass hiermit die funktionelle 
Bedeutung der lokalen NO Freisetzung erschöpfend geklärt wäre, kann aufgrund neuester Befunde 
allerdings nicht ohne Einschränkung behauptet werden 31. In ähnlicher Weise stützt unser Nachweis 
von mPGES in der Macula densa funktionelle Beobachtung der Rolle von Prostaglandin E2 und -I2 
bei der Stimulation der Reninfreisetzung 32-35. In einer vorausgegangenen Arbeit war hingegen das 
Fehlen dieses Enzyms auf mRNA-Ebene in Diskrepanz zu unseren Befunden 36. Neuere Ergebnisse 
konnten unsere Arbeit zur Lokalisation der mPGES in der Macula densa bestätigen 37. Unsere 
Befunde sind im Einklang mit der heraushebenden Rolle Macula densa-lokalisierter COX-2 bei 
verringertem Transport und bei Hemmung des RAS durch Angiotensin II-Rezeptorblocker 22, 23, 38 
über das Effektorsystem von PGE2 und deren spezifische Rezeptoren 19.Für die andere COX-
Isoform, COX-1, welche wir ebenfalls innerhalb des JGA im EGM lokalisierten, konnte durch 
spezifische Hemmversuche keine Wirkung auf das RAAS nachwiesen werden 35. 
4.2.  Glomerulus. 
 Hier konnten wir sGC in den intraglomerulären Mesangialzellen vorfinden. Diese verankern die 
glomerulären Kapillarschlingen an ihrem Befestigungsapparat und sind an der mechanischen 
Integrität des glomerulären Hilus beteiligt. Rezeptoren für konstriktiv wirkende Hormone konnten 
durch andere Gruppen an den Mesangialzellen nachgewiesen werden 39. Von den konstitutiven 
NOS parakrin freigesetztes NO könnte zum Ort seines Rezeptors diffundieren und über die 
zelluläre cGMP Produktion in den Mesangialzellen antagonistisch wirken. Auch die lokale 
Prostaglandinsynthese ist im Glomerulum von Bedeutung 40. Hier konnten wir die COX-1 
gleichfalls im intraglomerulären Mesangium lokalisieren und damit Interpretationen von Soler at.al 
41, welche PGH2 als Prostaglandinvorstufe in Mesangialzellen vorfanden, unterstützen. Obwohl wir 
mittels RT-PCR COX-2 mRNA in Glomerulumextrakt amplifizierten, konnten wir COX-2 
Immunreaktivität nicht verlässlich detektieren. Dies wurde von einer anderen Arbeitsgruppe auf 
Proteinebene immunchemisch bestätigt 42, 43. 
4.3.  Vaskuläre Aspekte. 
 Für die Regulation der renalen Durchblutung sind die Widerstandsarteriolen des Kortex sowie die 
aus den Vasa efferentia der juxtamedullären Glomeruli entspringenden absteigenden Vasa recta 
relevant. Größere kortikale Widerstandsgefäße, mit Ausnahme der Glomerulumarteriolen, waren 
im Gegensatz zu den medullären absteigenden Vasa recta weniger stark für sGC-positiv. Die sGC-
Immunreaktivität der Vasa recta lässt auf eine NO Abhängikeit in Zusammenhang mit der 
medullären Durchblutung schließen und ist somit das morphologische Korrelat zu den etablierten 
Effekten von NO auf die medulläre Durchblutung 12, 44. Die Enzyme der Prostaglandinsynthese 
ließen sich in der Ratte und Maus unter Kontrollbedingungen nicht sicher nachweisen. Hier konnte 
lediglich im Endothel größerer Gefäße die COX-1 gefunden werden. Dies steht im Widersrpuch 
zur Expression der Enzyme der Prostaglandinsythese in der menschlichen Niere 45. Beide COX 
Isoformen sind human im renalen Gefäßbett weit verbreitet und spielen in der Pathophysiologie des 
Bluthochdrucks eine entscheidende Rolle. 
4.4. Renales Interstitium. 
 Kortikale interstitielle Fibroblasten sind perikapillär angeordnet und nehmen Aufgaben der 
mechanischen Festigung sowie der funktionellen Integration tubulärer und vaskulärer Parameter 
wahr. Es bestehen Hinweise auf ihre Funktion, indem sie die Produktionsorte für Adenosin als 
Mediator des TGF 1 sowie für Erythropoetin 46 und NADPH Oxidase 47 in der Niere sind. Die sGC 
war in diesen kortikalen Zellen stark exprimiert. Dies kann den hohen cGMP Gehalt interstitieller 
Flüssikeit 48 in der Niere erklären und Hinweise auf die Signalvermittlung geben. Mit einer 
Diffusionslänge von 220µm und einer Lebenszeit von 60 Sekunden könnte man sich vorstellen, 
dass interstitiell gebildetes cGMP basolateral vom proximalen Tubulus aufgenommen wird, wie 
gezeigt in 48, und dort die Natriumresorption beeinflusst 49. Dies könnte ein Teilaspekt der NO 
Wirkung auf den tubulären Transport sein. Im Gegensatz zur Ratte konnten wir in der Maus COX-
1 und mPGES in den kortikalen interstitiellen Fibroblasten lokalisieren, während in beiden Spezies 
COX-1 und -2 und mPGES im Nierenmark in den medullären Fibroblasten vorkamen. Das 
Nierenmark wird oft auch als Prostaglandindrüse bezeichnet, welches die hohe Konzentration 
dieser widerspiegelt. Funktionell bieten sie ein Apoptoseschutz und verhindern eine Schädigung, 
wenn das Nierenmark osmotischen Veränderungen, wie zum Beispiel der Wasserrestriktion, 
ausgesetzt ist 50. 
4.5. Epitheliale Aspekte. 
 Entgegen den früher publizierten PCR und immunhistochemischen Daten, welche sGC mRNA in 
den verschiedenen tubulären Epithelien und α2 sGC Immunreaktivität im Sammelrohr  detektierten 
51-53, gelang es uns nicht die sGC im Epithel zu markieren. Die Diskrepanz zwischen diesen 
Resultaten mag an einem Sensitivitäts- oder Spezifitätsproblem liegen. Wir konnten sGC mRNA 
und Protein in einer Reihe verschiedener Zelltypen nachweisen, so dass es tubulär zumindest in 
einer niedrigeren Konzentration vorkommen müsste. 
4.5.1.  Dicke aufsteigende Henle’sche Schleife. 
 Entlang des Nephrons war der cTAL der erste positive Lokalisationsort für die 
Prostaglandinsynthese. Hier konnten wir COX-2, in einzeln verteilten Zellen, und mPGES in der 
Nähe der Macula densa vorfinden. Die Anzahl COX-2 positiver TAL Zellen beläuft sich auf 2% 54, 
welche den physiologischen Status reflektiert und die Möglichkeit einer Expressionssteigerung der 
COX-2 unter experimentellen Bedingungen zulässt. Dies reflektiert die induzierbare Natur des 
COX-2 im TAL wie auch in anderen Lokalisationen. Erwähnenswert beim Menschen ist, dass das 
COX-2 Protein in der MD nur im Alter und während pathologischer Veränderungen sichtbar 
gemacht werden kann 55-57. Über COX-2 gebildete Prostaglandine sind relevant für die epitheliale 
Funktion. So erlauben sie die Wirkung der Schleifendiuretika 21 und üben damit einen 
inhibitorischen Effekt auf den Na-K-2Cl-Kotransport in mTAL Zellen aus 58. Auch in in vitro 
perfundierten mTAL konnte für PGE2 eine inhibitorische Wirkung auf die Salzresorption 
nachgewiesen werden 11. Die lokale Verteilung der PGE2 Rezeptoren wird derzeit noch kontrovers 
diskutiert 11, 19. Hervorzuheben ist die besondere Bedeutung des COX-2 während der perinatalen 
Entwicklung der Niere. Die deutlich stärkere neonatale Expression 59 konnte durch die 
Beobachtung unterstützt werden, dass COX-2 defiziente Mäuse einen Nephronschaden während 
der Entwicklung erleiden 60. Die intrazelluläre Signalkaskade, hervorgerufen durch die über COX-2 
und mPGES gebildeten Prostaglandine, ist zum Teil erfasst und beinhaltet eine schnelle 
Phosphorylierung von p38 und ERK1/2 Kinasen sowie die Stimulation von MAP Kinasen 61. 
4.5.2. Distales Konvolut und Sammelrohr 
. Die Lokalisation von COX-1 und mPGES begann mit der 2. Hälfte des DCT und erstreckte sich 
weiter über den CNT, CCD und das gesamt medulläre Sammelrohr, ausgenommen die Schaltzellen 
dieser Segmente. Dies traf sowohl für die Ratte wie für die Maus zu. Diese Beobachtungen sind 
teilweise in Einklang mit einer früheren Beschreibung der COX-1 im Sammelrohr 56, 62., jedoch 
entgegengesetzt zu Befunden von Ferguson et.al 63 welcher sowohl COX-1 und wie auch COX-2 
nur in den Schaltzellen des CCD vorfand. Probleme der Antikörper-Spezifität könnten hierfür die 
Grundlage sein. Die Wirkung der Prostaglandine ist in diesem Segment über die Prostaglandin E-
Rezeptoren EP-1 und EP-3 vermittelt, welche durch pharmakologische Hemmstudien hier 
lokalisiert worden sind 11. Die Funktionen der hier gebildeten Prostaglandine betreffen die 
Feinregulation der Salz- und Wasserhomöostase. So konnte gezeigt werden, dass endogen 
gebildetes ebenso wie exogen zugeführtes PGE2 die bekannten Effekte von Vasopressin auf die 
Wasserausscheidung des Sammelrohres inhibieren 64. PGE2 kann weiterhin die Salzresorption im 
CCD über einen Kalzium-gekoppelten Mechanismus vermindern 65. Eine streng basolateral 
gerichtete Gabe von PGE2 führte zu einer vermehrten Wasserausscheidung, so dass hier vermutlich 
die Lokalisation des Rezeptors im Epithel von Bedeutung ist 65. Unsere Untersuchungen zeigten 
ebenfalls sehr starke Signale für COX-1 und mPGES im DCT und CNT. Hier könnten lokale 
Wirkungen über den EP-4 Rezeptor vermittelt werden 19 oder mit dem lokalen Kallikrein-
Bradykininsystem 66, der Aldosteronwirkung oder dem Amilorid-sensitiven epithelialen 
Natriumkanal interagieren 67. 
4.6. Ito-Zellen der Leber. 
 Die Lokalisation der sGC und lokale cGMP Freisetzung steht mit funktionellen Daten über diesen 
Zelltyp im Einklang. Ito-Zellen wurden als leberspezifische Perizyten beschrieben, welche sich im 
Disse-Raum befinden und hier lange Ausläufer zwischen Sinusendothel und Parenchymzellen 
besitzen 68. Sie sind mit den renalen kortikalen interstitiellen Zellen verwandt, indem sie 
Eigenschaften wie die Erythropoetinproduktion 69 und die Expression der neutrophilen NADPH 
Oxidase und 5´Ektonukleotidase 47 mit diesen teilen. Die Lokalisation der sGC in Ito-Zellen weist 
auf die Funktion des NO und CO in Hinblick auf die Einstellung des kontraktilen Tonus der Ito-
Zellen hin. So kommt der sGC hier auch eine Bedeutung bei der Regulation der sinusoidalen 
Mikrozirkulation und damit auch des portalen Blutdrucks. In Übereinstimmung mit unseren 
Resultaten sind die Beobachtungen von Kawada et al, die cGMP Freisetzung aus Ito-Zellen nach 
NO-Gabe berichten70. 
4.7.  Zusammenhang zwischen NOS1 und COX-2. 
 Die räumliche Nähe der Expression von COX-2 und NOS1 im Bereich der MD und ihre bei 
einigen Versuchsbedingungen gleichsinnige Expressionsänderung führten im Verein mit 
funktionellen Studien zu der Interpretation, dass zwischen beiden Enzymen ein funktioneller 
Zusammenhang besteht. Die Einflussnahme von in der Macula densa gebildetem NO auf die COX-
2 der Macula densa und ihrer Nachbarzellen ist dadurch gegeben, dass NO mit Häm-Proteinen 
interagieren kann 71 und COX-2 ein Enzym mit einer Häm-Domäne ist 72. In kultivierten Zellen 
verschiedener Herkunft konnte nachgewiesen werden, dass NO in der Lage ist die 
Prostaglandinproduktion zu stimulieren 73-75. Dies wurde auch in cTAL Zellen gezeigt, in denen 
sich die Expression von COX-2 unter Zugabe von NO-Donor oder cGMP signifikant erhöhte bzw. 
sich durch Gabe eines selektiven NOS1 Inhibitors erniedrigen ließ 76, während in anderen Modellen 
gegensätzliche Reaktionen beobachtet wurden 77. Unsere Untersuchungen an verschieden 
stimulierten Rattenmodellen ergaben für die COX-2 der Macula densa und Nachbarzellen, die auch 
NOS1 exprimieren, gleiche Expressionsänderungen wie in entfernter liegenden, NOS1-negativen 
Zellen des TAL. Summarisch zeigte die Auswertung dieser Zellen ähnliche Änderungen für NOS1 
und COX-2 wie in früher beschriebenen Studien 14, 20-23, 63. Auch NOS1 defiziente Mäuse zeigten 
unter normalen und stimulierten Konditionen keinen Unterschied der Expressionsänderungen von 
COX-2 im Vergleich zu den entsprechenden Wildtyptieren. Wir schließen hieraus, dass 
intrazelluläres NO für die COX-2 Synthese nicht notwendig ist. Damit spiegeln unsere in vivo 
Daten nicht die in Zellkultur erhobenen Ergebnisse wider. Es ist denkbar, dass NO in denjenigen 
Zellen, die beide Enzyme exprimieren, die Expression von COX-2 dennoch bestimmt, dass jedoch 
in den lediglich COX-2 exprimierenden Zellen auch andere Signalwege wirksam sind. So ist ein 
generell gültiger Mechanismus der COX-2 Stimulation über eine Chlorid-bezogene Verringerung 
der Na-K-2Cl-Tranportleistung durch die Freisetzung von PGE2 gut belegt 78. 
4.8.  Zusammenfassend 
 haben wir mit der Lokalisation der sGC in der Niere vaskuläre und interstitielle Strukturen 
gekennzeichnet, die sich mit zuvor aufgestellten Konzepten NO-stimulierbarer Signalwege für 
Nierenkortex und Mark in Übereinstimmung bringen lassen und diese im Detail verdeutlichen. 
Dies gilt auch für die hepatischen Ito-Zellen. Die Analyse der Verteilung der Enzyme der 
Prostaglandinsynthese in der Niere konnte ebenso die funktionellen Interpretationen von 
ortsspezifischer PGE2 Wirkung auf die Regulation des Blutflusses und der Salz- und 
Wasserhomöostase präzisieren. Eine zuvor postulierte Abhängigkeit der COX-2 von lokaler NO-
Freisetzung durch ko-exprimierte NOS1 ließ sich nicht erhärten. 
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